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摘要 : 萄 马 类 害虫 种 类 多 、 体 型 小 , 传统 的 形态 学 鉴定 方法 难以 快速 准确 识别 。 本 研究 利用 DNA 条 形 码 通用 型 引 
物 ， 以 我 国 田间 常见 的 25 种 葡 马 为 靶 标 扩 增 其 线粒体 DNA 细胞 色素 C 氧化 酶 亚 基 工 (mitochondrial cytochrome c 
oxidase subunit I gene, mtDNA СОТ) 基因 (27 650 bp), 通过 对 靶 标 片段 碱 基 序 列 的 测序 及 比 对 分 析 ， 以 邻接 法 
(NJ 法 ) 构建 系统 发 育 树 , 并 以 Kimura 双 参 数 模型 计算 种 内 、 种 间 遗 传 距离 。 结 果 表 明 : 聚 类 分 析 与 形态 学 鉴定 
结果 一 至， 表现 为 较 长 的 种 间 分 支 和 较 短 的 种 内 分 支 , 每 个 单 系 分 支 对 应 一 个 物种 , 同一 物种 不 同 单 倍 型 的 最 初 
分 支 自 展 值 均 为 100% 25 种 萄 马 的 种 内 平均 遗传 距离 为 0.0027, 种 间 平 均 遗 传 距 离 为 0.2757, 种 间 遗 传 距离 为 
种 内 遗传 距离 的 102.1 倍 ; 而 且 种 内 、 种 间 遗 传 距离 没有 重 炙 区 域 。 结 果 说 明基 于 CO I 基因 的 DNA 条 形 码 技术 
可 以 用 于 不 同 种 类 萄 马 的 快速 准确 鉴别 。 
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Application of DNA barcoding technology for species identification of 


common thrips ( Insecta; Thysanoptera) in China 

QIAO Wei-Na', WAN Fang-Hao'^, ZHANG Ai-Bing', MIN Liang, ZHANG Gui-Fen 27 (1. State 
Key Laboratory for the Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese 
Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China; 2. Center for Management of Invasive Alien 
Species, Ministry of Agriculture, Beijing 100081, China; 3. College of Life Sciences, Capital Normal 
University, Beijing 100048, China) 

Abstract: Thrips ( Insecta; Thysanoptera) are of a species-rich order with small size, which makes them 
hard to be identified quickly and accurately by traditional morphological identification methods. In this 
study, the mitochondrial cytochrome c oxidase subunit [ (CO [ ) genes of 25 thrips species common in 
China were amplified using DNA barcoding universal primers. The obtained partial CO [ fragments 
(about 650 bp) were sequenced. The phylogenetic tree was established by a neighbor-joining ( NJ ) 
method. The intra- and inter-species genetic distances were calculated with MEGA version 4. 0 software 
using the Kimura 2-Parameter model. The results indicated that the identification results based on the 
phylogenetic tree obtained was consistent with those based on morphological characteristics for the 25 
thrips species. In these species, the lengths of intra-species branches were much shorter than those of the 
inter-species branches. Each branch corresponded to one species and all bootstrap values of the original 
divergence among different haplotypes within one species were 100%. The genetic distance between 
species for these 25 species was 102. 1 times as high as the corresponding values within species (0.2757 
vs. 0.0027). There was no overlap between inter- and intra- species genetic distances. The results 
suggest that the DNA barcoding based on partial CO | gene can provide rapid and accurate identification 
of these thrips species. 

Key words: Thysanoptera; thrips; CO [ gene; DNA barcoding; molecular identification; genetic 


distance; phylogenetic tree 
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2% 3H Н ( Thysanoptera ) Eb Hg 55 ЖК 27 Ы 
(thrips). "H3 T] у ZAR 5 500 种 , 其 中 
有 1% 的 种 类 可 以 对 农作物 造成 严重 危害 ( Morse 
and Hoddle, 2006) 。 葡 马 类 害 忠 个体 微小 , 体 长 一 
般 不 足 2 mm, 适 生 性 强 , ЖЫ, 危害 严重 且 不 
A tk ЗИ ( Morse and Hoddle, 2006) , #] 5 876, 
方式 主要 有 两 种 , 即 直 接 危害 和 间接 危害 。 直 接 危 
ЕН LET SX, O Ar А 07 Ж БЕН 2H fU TT VAR, 
JE UR ТЕХ, ЖЕЛЕ НБТ ТЕЛ» MESTRE 
植物 幼苗 受害 严重 时 , ИЕН АҒ; 而 双子 叶 植 
物 遭 受 葡 马 严重 危害 后 ,党 造成 植株 无 涉 或 多 涉 ， 
严重 影响 植物 的 生长 发 育 ( 韩 运 发 ,1997; 路 虹 等 ， 
2007). 。 间 接 危 害 是 指 有 些 葡 马 种 类 如 西 花 葡 马 
Frankliniella occidentalis ( Pergande) ~ Ж] Thrips 
tabaci ( Lindeman) , ДЕ], F. intonsa (Trybom) 等 
ВЕГЕТА а а, UU PE ЛЕЙН [ЕТЕ RA DE Ea УЕ 
(impatiens necrotic spot virus, INSV) 等 病毒 
( Wijkamp and Peters, 1993; Wijkamp et al., 1995; 
Bezzara et al., 1999 ) ; АЖ B1518 B Fe db m ЭТ ( iris 
yellow spot virus, IYSV) 等 病毒 ( Chatzivassiliou et 
al., 1999; Kritzman et al., 2001; Gent et al., 2004); 
дел 3 n] ре ТЕЛІ ЙЕЗЕ У В; ( tomato spotted wilt 
virus, TSWV) (Wijkamp et al., 1995) , 4j Gil fe 
播 植 物 病 毒 所 造成 的 间接 危害 远 远 大 于 其 直接 危 
害 ， 如 西 花 葡 马 传 播 的 凤 仙 斑点 坏死 病毒 (INSYV ) 
可 导致 寄主 植物 减产 30% ~ 50%, 严重 时 可 达 
70% , 甚至 导致 绝收 (Jones её al., 2005) 。 

近 几 年 来 , 随 着 国际 贸易 往来 的 增多 , 生物 人 
侵 事 件 频频 发 生 , ИҢЕ T. palmi (Kamy), P 
花 曾 马 等 已 广泛 传人 各 地 , 并 成 为 当地 主要 害虫 ， 
对 农林 业 生 产 造 成 了 巨大 影响 (Kirk and Terry, 
2003; Walsh et al., 2005) 。 而 快速 准确 的 物种 鉴定 
技术 是 有 效 阻 止 萄 马 类 害虫 进一步 扩张 ,保障 农林 
业 生 产 和 生态 安全 的 必要 前 提 , 同时 也 是 深入 开展 
Sj CENE. 综合 防 治 等 研究 的 基础 。 然 而 , 传统 
的 依赖 于 形态 学 的 鉴定 方法 党 具有 一 定 的 局 限 性 ， 
主要 体现 在 : (1) 葡 马 体型 微小 、 种 类 繁多 , 对 于 
非 专 业 从 事 葡 马 分 类 的 人 员 而 言 鉴 定 困难 ; (2) 传 
统 的 鉴定 方法 难以 对 不 同 虫 态 以 及 胶体 残缺 的 个 体 
进行 鉴定 ; (3) НӘ НЕСІН АЯМА, 传统 方 
法 容易 造成 错误 鉴别 (Gaston and May, 1992; Fedor 
et al., 2008), 

2003 年 ， 加 拿 大 动物 学 家 Hebert 等 (2003a， 
2003b) 提 出 利用 线粒体 ОМА 细胞 色素 С 氧化 酶 亚 


Ж [ (mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I 
gene, mtDNA СОТ) 基因 中 的 一 段 特 定 区 域 对 生物 
进行 物种 鉴定 ,并 将 其 称 之 为 DNA 条 形 码 技术 
(DNA barcoding) ( Hebert et al., 2003a, 2004a, 
2004b; Hogg and Hebert, 2004); mtDNA Jj 2 $5 
贝 、 分 子 量 小 、 母 性 遗传 、 突 变速 度 快 (是 核 DNA 
突变 速度 的 ТО 倍 ) ， 能 准确 鉴别 物种 (Brown et al., 
1979; Simon et al., 1994) 。 此 外 ,CO 工 基 因 很 少 存 
在 插入 和 缺失 , 在 保证 足够 变异 的 同时 很 容易 被 通 
用 型 引物 扩 增 , 旦 具有 和 较 多 的 系统 发 育 信号 ,更 适 
合 解析 亲缘 关系 密切 的 生物 类 群 (Taberlet et al., 
2007) 。 目 前 , 基于 mtDNA CO I 基因 的 DNA ЖР 
码 技术 作为 一 种 新 的 物种 鉴定 手段 ,由 于 其 快速 、 
准确 、 简 便 的 操作 流程 而 被 广泛 应 用 , 尤其 是 在 保 
护 生物 学 和 生物 多 样 性 研究 等 领域 Valentini et al., 
2009), 已 被 证 明 适 用 于 鉴定 大 部 分 生物 类 群 , 包 
ЧЕ Eb E ( Hebert et al., 2004b; Hajibabaei et al., 
2006), 125 ( Hebert et al., 2004b; Yoo et al., 2006; 
Kerr et al., 2007; Tavares and Baker, 2008 ), #2 
( Savolainen et al., 2005; Ward et al., 2005), Шш 
类 (Elsasser et al., 2009) 等 。 在 我 国 , 也 有 一 些 成 
功利 用 CO I 基因 鉴定 物种 的 报道 , 例如 蚜虫 类 ( + 
SI LT Ti De, 2007). SC ҖЕ ( Buahom et al., 
2011), EFR SK (ЖА, 2008) 等 。 目 前 国内 外 
已 有 多 篇 有 关 利 用 CO I 基因 序列 鉴定 葡 马 种 类 的 
ХЕ И, ШП: Karimi 等 (2010) 以 CO 工 通用 型 引 
物 LCO1490AHCO2198 $'H$:H Vu dE $9 d. Ad. 
Hk e. НЫ T. vulgatisimus ( Haliday ) , 
Haplothrips cenchricola Strassen, На. 
(Uzel), На. setiger 
( НаНдау) ‚ Ha. subtilissimus ( Haliday ) 等 9 Ж] Ы, 
的 СО 工 基 因 部 分 片段 , 通过 聚 类 分 析 明 确 了 其 在 
葡 马 种 类 鉴定 中 的 可 用 性 ; Glover 等 (2010 ) РАН 
855. ЖЫН, PEL, T. flavus (Schrank), Ы 
Hj T. nigropilosus ( Uzel). WEH y ж, 验证 线 
粒 体 СОТ, COIR СОШ 基因 序列 和 细胞 核 ITS-2 
(internal transcribed spacer 2) 与 H3(Histone 3) 基 因 
序列 在 鉴定 上 述 葡 马 种 类 的 有 效 性 ， 结果 表明 
CO 工 基因 与 其 他 基因 相 比 变异 程度 更 高 ， 从 而 更 
适合 用 于 物种 鉴定 ; 游 中 华 等 (2007) 用 PCR 产物 
直接 测序 法 对 入 侵害 虫 西 花 曾 马 和 其 他 8 ЖҰЖ cb НУ 
线粒体 CO I 基因 片段 (433 bp) 测序 ， 获 得 62 个 个 
体 的 序列 , 通过 种 内 种 间 遗 传 距离 和 聚 类 分 析 , Ж 
ВД CO 工 基因 序列 可 以 达到 准确 鉴定 区 马 物 种 的 目 


distinguendus 


Priesner, Ha. statices 
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№); 魏 书 盏 等 (2010) 97 ЕЕ E S] Hy CO T ж 
EJ Fr BECI&BEZ2J 410 bp), ЛЫ АЕ АНА 
鉴定 葡 马 以 及 另外 38 ERES CR: CO 工序 列 来 源 于 
NCBI) М7 327707, ЕАН 55 73 SS UIDBR 5 
Echinothrips americanus Morgan ,表明 基于 CO 工 基因 
序列 的 条 形 码 技术 可 以 区 分 不 同 种 类 的 葡 马 , 以 及 
ЕВ Ч. ОМА 条 形 码 技术 不 仅 可 用 
于 物种 鉴定 与 系统 发 育 分 析 (Ardura её al., 2010; 
Kher et al., 2010) ， 发 现 隐 存 种 和 新 种 (Herbert et 
al., 2003a ) , 还 可 应 用 到 其 他 领域 如 司法 鉴定 、 生 
物 技术 、 食 品 工业 和 动物 营养 等 ( Chase et al., 
2005) 

本 实验 围绕 葡 马 种 类 多 、 个 体 微小 、 行 踪 隐 
ic. 极 易 随 条 蔬 、 花 开 及 其 种 子 、 苗 木 等 贸易 活动 
传播 扩散 ， 对 农林 业 生 产 造成 严重 威胁 , 却 难以 准 
确 快速 鉴定 的 问题 , 采用 DNA 条 形 码 技术 ,以 田间 
常见 的 获 马 种 类 mtDNA CO T ЕАК, ETT S 
马 类 害虫 快速 分 子 鉴定 识别 技术 人 研究。 由 在 为 有 效 
阻止 危险 性 葡 马 类 害虫 的 入 侵 和 进一步 传播 扩散 ， 
保护 国家 贸易 信誉 和 农林 业 生 产 安全 提供 技术 
保障 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

本 实验 中 用 于 DNA 条 形 码 技术 研究 的 不 同 种 
类 的 乔 马 标本 由 闵 亮 采集 和 在 经 过 形态 学 鉴定 技能 
培训 (主讲 专家 : 华南 农业 大 学 资源 环境 学 院 张 维 
球 教授 和 童 晓 立 教授 ) 后 依据 相关 资料 ( 韩 运 发 ， 
1997) 鉴定 确认 , 具体 信息 见 表 1。 
1.2 DNA 提取 

у НЕЕ DNA. 的 提取 参照 Moritz % (2001) 
报道 的 方法 并 稍 加 改进 。 用 软 毛 毛笔 轻 轻 挑 取 单 头 
Ы, 放 在 滴 有 20 kL 提取 缓冲 液 (50 mmol/L Tris- 
НСІ, 1 mmol/L EDTA, 1% SDS, 20 mmol/L NaCl, 
pH 8.0) Ij Parafilm 膜 上 , 以 0.2 mL PCR 管 底部 作 
ще, 充分 研磨 , МСИ Л. 1.5 mL 离心 管 ; 
FH 50 uL АЕ: 3 йе ЛП Parafilm IK 4 ү, Ж 
人 同一 离心 管 ; 加 入 5 pL ЖАЙ K(20 mg/mL), 
充分 混 匀 后 置 于 水 浴 锅 60°С 水浴 1 h( 中 途 混 匀 1 
ІХ); 然后 加 入 220 pL ADFREE (у: у 224:1), 
轻柔 混 匀 数 十 次 后 , К 30 min; 以 4% 12 000 
r/min, 离心 20 min, 取 上 清 液 ( 约 200 pL) 并 加 入 
440 pL 预 冷 无 水 乙醇 , 轻 轻 混 匀 后 在 -20% 冰箱 放 


置 30 min; 取出 后 , 于 4% 12 000 rmin， 离 心 20 
тіп, МЖ БИЙ: 加 入 440 uL 预 冷 75% 2, 
ЖИЕ, 4% 12 000 r/min, 离心 15 min, 小 心 弃 去 上 
清 液 。 然 后 将 离心 管 倒 扣 于 洁净 滤纸 上 , HATI 
20 min, 每 管 加 入 20 pL 超 纯 水 ,充分 溶解 后 于 
-20 人 保存 备用 。 以 生物 分 光 光 度 计 测 定 DNA TK 
RE, 以 0DaZOD:% 值 确定 其 是 否 被 污染 。 
1.3 PCR 扩 增 、 电泳 检测 以 及 序列 测定 

CO 工 基因 序列 扩 增 所 使 用 的 ОМА 条 形 码 标准 
引物 LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATAT 
TGG-3') 和 HCO2198 (5'-TAAACTTCAGGGTGACCA 
АААААТСА-3”) (Folmer et al., 1994) , 由 上 海 生 物 
工程 技术 服务 有 限 公 司 合 成 。PCR 反应 体系 为 25 
uL: 其 中 模板 DNA 2 uL (25 500 пе), 10 x Buffer 
2 12,0% Ме“), dNTPs 0.5 pL (0.2 mmol/L), Е 
jf | VIRI PU 9) 0.5 pL (5 pmol/L), Taq DNA 
聚合 酶 0.2 pL (1.0 U) 。 反 应 条 件 为 : 94% 预 变性 
5 min; 30 个 循环 : 94°С 30 s, 48% 50 s, 72°С 50 s; 
最 后 72% 延伸 7 шіп, 455 uL PCR 27287797, Jill 
2 kL 上 样 缓冲 液 (0. 25% 18 № 2, 40% ДЕК 
Ж), LJ DNA Marker HER, 在 含有 染色 剂 
GoldView 的 1. 5% 的 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 分 离 
(电泳 液 为 0.5 x TBE), 85 V fii 45 min 后 , 以 
GelDoc Universal Hood 工 型 凝 胶 成 像 系 统 分 析 绪 
果 。 将 经 电泳 检测 验证 合格 的 PCR 产物 送 北京 三 
博 远志 生物 技术 有 限 公司 测序 ( 单 回 测序 ) 。 根 据 
标本 数量 及 PCR 产物 的 质量 , 每 种 欧 马 检测 1 18 
头 ( 表 1), 共计 检测 200 A, 并 将 所 有 200 条 序列 
录入 中 国外 来 人 侵 物 种 数据 库 (Database of Invasive 
Alien Speies in China) ( http://www. chinaias. cn) , 
其 序列 登录 号 见 表 1。 
1.4 COI 序 列 分 析 

以 Bioedit 软件 读 取 序列 ， 并 对 每 条 序列 进行 
人 工 碱 基 读 取 和 反复 校对 。 校 正 后 的 碱 基 序 列 在 
NCBI 上 进行 同 源 性 比 对 ,以 确保 获得 的 序列 为 目 
的 基因 片段 。 然 后 ， 用 ClustalX 软件 进行 CO I 基 
因 序 列 分 析 ( Herbert et al., 2004Ь), 用 MEGA4.0 
软件 以 Kimura 双 参 数 模型 计算 种 内 及 种 间 遗 传 距 
离 (Kumar et al., 2004; Tamura et al., 2007) ， 采 用 
邻接 法 (neighbor-joining，NJ) 构建 系统 进化 树 ， 以 
Q 型 烟 粉 乱 Bemisia tabaci( Gennadius) fEJg 9 MEE, Ж 
tA HM ar] ЕЛЕНЕ Ж Н JE TE (bootstrap 
analysis, BP) 重复 检 测 1 000 K. ЖАРА 
测序 列 中 ,出 现 频率 最 高 的 单 倍 型 序列 ,并 结合 
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NCBI FEAF BUS; CO 工序 列 中 21 Ај Hy CO 
I 序列 ( 萄 马 种 类 与 登录 号 见 表 2), 采用 邻接 法 构 


建 系统 进化 树 ，BP 重复 检测 1 000 次 。 


表 2 用 于 DNA 条 形 码 技术 研究 的 NCBI 中 的 葡 马 种 类 
Table 2 Тһе thrips ( Thysanoptera) species used іп DNA barcoding with their CO I sequence data from NCBI databases 





种 类 GenBank 登录 号 
Species GenBank accession no. 
Thrips coloratus ( Schmutz) AB277221 
T. fuscipennis ( Haliday) FN546128 
T. major (Uzel) FN546079 
T. nigropilosus ( Uzel) AM932052 
T. vulgatissimus ( Haliday) FN546068 
Chirothrips meridionalis ( Bagnall) FN545954 
Dendrothrips degeeri ( Uzel) FN545969 
Lefroyothrips lefroyi ( Bagnall) ЈЕ719601 
Liothrips tractabilis Mound GU942811 
Odontothrips biuncus ( John) FN546026 
Odo. ignobilis ( Bagnall) FN546028 


2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 扩 增 、 序 列 测定 及 同 源 性 分 析 

分 别 以 25 种 葡 马 的 DNA 为 模板 , 以 DNA 条 
形 人 码 通 用 型 引物 LCO1490/HCO2198 进行 PCR d 
增 , 电泳 检测 结果 显示 , 每 种 葡 马 均 可 扩 增 出 清晰 
的 长 度 约 为 690 bp B SUPR Fr EE CES] 1). ХК 
测验 证 合格 的 PCR 产物 进行 纯化 和 序列 测定 ,并 
将 所 得 序列 用 ClustalX 软件 一 并 比 对 , 修剪 成 长 度 
为 640 bp 的 片段 进行 分 析 。 然 后 在 NCBI 中 进行 同 
源 性 比 对 , 结果 表明 , 25 ЯР m CO I 碱 基 序列 
与 数据 库 中 已 知 的 靶 标 种 类 相对 应 的 CO Г 基因 所 
段 的 同 源 性 为 98.0% ~ 100% , 说 明 所 获得 的 CO T 
序列 准确 可 靠 。 
2.2 种 内 与 种 间 遗 传 距离 

应 用 MECA4. 0 中 的 Kimura 双 参 数 模型 计算 
25 Ж] 55 200 条 CO 工 基 因 序 列 的 种 内 与 种 间 遗 传 
距离 ， 结 果 显 示 , 种 内 遗传 距离 为 0. 0000 ~ 
0.0108, 平均 为 0. 0027; Жр, Ж В5 #2 7. 
( Bagnall )、 温 室 fj 马 Heliothrips 
haemorrhoidalis ( Bouché ) 1 8 Н 2 Hj Aeolothrips 
melaleucus ( Haliday ) 的 种 内 遗传 距离 最 小 ， 为 
0.0000; 2517 2] Ы) Ha. gowdeyi (Franklin) 的 种 
内 遗传 距离 最 大 , 为 0.0108。 种 间 平 均 遗 传 距离 为 


andrewsi 


种 类 GenBank 登录 号 
Species GenBank accession no. 
Odo. loti ( Haliday) FN546024 
Odo. meliloti ( Priesner) HQ605963 
Odo. ulicis ( Haliday) FN546022 
Scirtothrips dorsalis ( Hood) С1/570439 
Aeolothrips albicinctus ( Haliday) FN545942 
Haplothrips cenchricola Strassen FN545925 
Ha. distinguendus ( Uzel) FN545929 
Ha. setiger Priesner FN545939 
Ha. statices ( Haliday) FN545936 
Ha. subtilissimus ( Haliday) FN545933 





0.2757, E H $ BE Ы. Gynaikothrips ficorum 
( Marchal) 5j РЧ ЖҰ Ы, Део. xizangensis Han 之 间 
的 遗传 距离 最 大 , 2 0. 4613; ЛЕНУ 5 AERA Ы) 
之 间 的 遗传 距离 最 小 , 为 0.0320( 表 3) 。 
23 系统 发 育 树 构建 

VA 25 ЖА | 200 条 序列 构建 的 NJ 系统 发 
RM, 其 聚 类 分 析 结 果 表 明 , 同一 科 ( 即 葡 马 科 、 纹 
葡 马 科 、 管 荀 马 科 ) 不 同属 种 的 葡 号 昱 为 一 大 文 ; 
同一 种 类 、 不 同 个 体 的 葡 马 限 为 一 小 支 , 且 最 初 分 
文 目 展 值 均 为 100% (图 2) 。 此 外 , 萄 马 属 的 黄 胸 
fiij T. hawaiiensis ( Morgan), YR fij Hj... Лу Ы 
T. flavidulus ( Bagnall) 5j /|v 3E. ij 5 Je E^] ffi ДАДЫ Ы, 
Microcephalothrips abdominalis ( Crawford) R 7 — 5 ; 
ЛЕВУ Lb. Pace en cb. MARN; mE 
fu T. himalayanus ( Pelikan) 5 Zi dE й Hj T. 
alliorum (Priesner) R Jg— x; i a Н) 3 个 近 缘 
种 , НЫ. i5. jd Е. tenuicornis 
(Uzel) 聚 为 一 文 ; Ж Ај Lb Jg HW JR Jl ж Ң 
Anaphothrips sudanensis ( Trybom ) 1 Е Ж 9 1] Ы. 
An. obscurus (Müller). ВНР JE уйш s 8] 5 ДЮ 
КВ di LJ BU BDOK BR GU 4B | T] Sussericothrips 
melilotus Han 5—3 (E 2), MA 25 ајы, 分 
PEREP 8] НН ЭЛ Бу eg EA] РАНЫ НР], 并 结 
A NCBI 中 其 他 21 |Н, CO 工 基因 的 部 分 序列 构 
建 系统 发 育 树 ; 聚 类 分 析 结 果 表 明 , КВН 
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图 1 引物 LCO1490/HCO2198 对 25 НІН, CO I 基因 扩 增 结果 电泳 检 测 图 
Fig.1 Amplification pattern of the CO [ gene in the 25 thrips species using the universal 
DNA barcoding primers LCO1490/HCO2198 
M; DNA 分 子 量 标准 DNA ladder; 1 -25; 获 马 物种 编号 , 同 表 1 Species no. of thrips, same as in Table 1; 26; 阴性 对 照 ( 水 ) Negative control 


( water). 


马 位 于 不 同 的 分 文 , ЖИН D Rp 2S DC] 83 ші 
(图 3)。 


з 结论 与 讨论 


DNA 条 形 码 技术 的 有 效 性 ,必须 满足 两 个 条 
件 。 其 一 ,两 个 物种 不 能 拥有 完全 一 致 的 序列 ， 即 
每 个 物种 具有 独特 的 DNA 条 形 码 , 物种 间 无 共享 
型 序列 ; 其 二 , 种 间 差 异 应 远大 于 种 内 差异 ( Hebert 
et al., 2004a, 2004b; Yoo et al., 2006) 。 本 实验 通 
过 对 我 国 田 间 常 见 的 25 prj CO 工 基因 靶 标 片段 
碱 基 序列 的 测定 和 比 对 分 析 ， 表明 萄 马 种 类 不 同 其 
DNA 条 形 编码 序列 各 异 , 且 未 发 现 共 享 型 序列 ; ај 
一 种 类 不 同 个 体 间 的 ОМА 条 形 编码 序列 差异 很 小 ， 
为 0.0000 ~0.0108, 平均 为 0.0027; 而 种 间 差 异 较 


K, 为 0.0320 «0.4613 , 平均 为 0.2757; P ENEE 
距离 是 种 内 遗传 距离 的 102.1 倍 。 完 全 符合 DAN 
条 形 码 有 效 性 的 检验 标准 , 即 种 间 差 异 应 大 于 0.02 
( Hebert et al., 2003a) Brunner € (2002) 以 CO I 
通用 型 引物 mtD-7. 2F/mtD-9. 2R 扩 增 出 包括 西 花 
йн, ДИ Н, На НЕЛЕР 10 Же НМ) СО 
I 基因 片段 (其 长 度 为 433 bp, 包含 于 DNA 条 形 码 
靶 标 序列 ( 约 650 bp) 之 中 , 对 齐 位 置 约 从 200 bp 
Жаа), 通过 序列 比 对 , 表明 同 种 萄 马 不 同 个 体 间 
差异 细微 , 而 种 间 差 异 显 著 , 其 遗传 距离 为 0. 186. 
游 中 华 等 (2007) 利 用 Brunner 等 (2002 ) 设 计 的 简 并 
引物 扩 增 出 包括 西 花 葡 马 在 内 的 9 В СО І 
基因 片段 (433 bp), 数据 分 析 显 示 , 种 内 不 同 个 体 
间 的 遗传 距离 为 0.000 ~0. 005; 而 种 间 和 遗传 距离 为 
0.154 ~0.259, 平均 为 0.213。 
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T. hawaiiensis HXJM.2009.138006.1 
A T. hawaiiensis HXJM.2009.138006.4 B 
94 | T. hawaiiensis HXJM.2009.138006.5 
T. hawaiiensis HXJM.2009.138006.10 
T. hawaiiensis HXJM.2009.138006.7 
10043 T. hawaiiensis HXJM.2009.138006.8 
T. hawaiiensis HXIM.2009.138006.2 84 
Т. hawaiiensis HXJM.2009.138006.3 
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#2 邻接 法 构建 的 25 种 萄 马 系 统 发 育 树 
Fig. 2  Neighbor-joining tree based on the analysis of CO | gene sequences of the 25 thrips species collected in this study 
А.Я ЕЕ Upper half of the пее; В: 树 下 半 部 Lower half of the пее. 分 文 处 上 方 数值 表示 重复 1 000 次 后 的 自 展 值 ( >50%); 标尺 示 遗 传 距 
Bj. Numbers above branches are bootstrap values ( > 50% ) under 1 000 replicates. The scale bar represents the genetic distance. Т.: #1] 1) Thrips; 
Mi.: АЗК У) JÆ Microcephalothrips; Е.: 4b fj Jg Frankliniella; Me.: Kaj JÆ Megalurothrips; My.; № JÆ Mycterothrips; Su.: ИЕ 3 JE 
Sussericothrips; He.: ПНР У 8 Heliothrips; An.: ЖЮ gj Anaphothrips; Aeo.; ЖІ Ч] Aeolothrips; На.: МР 5); Haplothrips; бу.: bj 1, 
属 Gynaikothrips. 
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图 3 邻接 法 构建 的 46 ЖЫН Ж АСЫ 


Fig. 3 Neighbor-joining tree based on the analysis of СО] gene 


sequences of the 46 thrips species from this study and NCBI databases 


分 支 处 上 方 数值 表示 重复 1 000 次 后 的 自 展 值 ( >50% ) ; 标尺 示 遗 传 距 离 . Numbers above branches are bootstrap values ( > 5096 ) under 1 000 
replicates. The scale bar represents the genetic distance. Т.; ij Bj Thrips; Мі); ДУ | 3 JÆ Microcephalothrips; Е.: ДЕН Б, |н Frankliniella; Ме: 大 
Ж) Megalurothrips; Му. № 5); Mycterothrips; Su.; im 2B 5); Sussericothrips; Не.: PH | Ы); Heliothrips; An.: К 58 Anaphothrips ; 
Aeo.; 22] Ч] Aeolothrips; На.: Т) 5) Haplothrips; Су. ВЕЕ ЧЕ Gynaikothrips; Ch.; ЗЕ НЕ Chirothrips; De.: ЖІ Jg Dendrothrips ; 
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Aliabadian 等 (2009 ) 提 出 , 能 否 准确 鉴定 物种 ， 
主要 取决 于 所 选 靶 标 物 种 的 种 间 遗 传 距离 与 种 内 遗 
传 距离 之 间 的 分 离 程度 ， 当 种 间 和 遗传 距离 和 种 内 遗 
传 距离 没有 重 倒 时 , 物种 就 能 准确 地 被 鉴定 。 本 研 
究 对 我 国 稼 见效 马 的 种 内 遗传 距离 与 种 间 遗 传 距离 
的 分 布 频率 进行 了 分 析 , 结果 显示 25 fp dg НУ 
内 遗传 距离 与 种 间 遗 传 距离 间 没 有 重合 区 域 (图 
4), 表明 DNA 条 形 码 技术 能 有 效 区 分 蜀 马 种 类 。 


#2 Ч] Lefroyothrips; Li.. Еј Н/Е Liothrips; Odo.: АЕ Odontothrips; Sci. ШЕШІ Ы) | Scirtothrips. 


4H 


构建 系统 发 育 树 进行 物种 聚 类 , 是 在 得 到 茶 一 个 体 
的 分 子 数据 后 对 其 进行 物种 确定 时 的 较为 直观 的 方 
法 。 根 据 CO 工 基因 的 碱 基 序 列 信息 构建 的 NJ 系统 
发 育 树 (2), 其 聚 类 结果 与 形态 学 鉴定 的 物种 分 
类 地 位 一 致 ， 即 种 间 分 文 较 长 ， 而 种 内 分 文 较 短 ， 
每 个 单 系 分 支 对 应 一 个 物种 ， 文 持 率 均 为 10096 。 
以 本 研究 中 测 得 的 25 种 葡 马 的 CO 工序 列 ,， 结合 


NCBI 中 已 公开 的 21 种 萄 马 的 CO 工 基因 序列 , 共同 
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图 4 25 种 葡 马 种 内 遗传 距离 与 种 间 遗 传 距离 的 分 布 频率 


Fig. 4 Frequency distribution of the K2-P intra- and inter-species genetic distances of the 


25 thrips species collected in this study 


构建 46 у (分 属 3 8E 17 属 ) (种 类 及 登录 号 
见 表 1, 2) 系统 发 育 树 (3), 每 种 曹 马 均 具 有 一 
独立 分 文 ,进一步 佐证 了 DNA 条 形 码 的 物种 鉴定 
功能 。 

同时 , DNA 条 形 码 技术 在 形态 相近 的 近 缘 种 萄 
马 的 识别 鉴定 中 也 具有 很 好 的 应 用 效果 ,如 葡 马 属 
的 黄 葡 马 与 棕 枸 葡 马 在 外 部 形态 上 极为 相似 
( Glover et al., 2010) ,两 者 识别 要 点 主要 依据 单眼 
ЕЖЕ 3 个 单眼 间 的 着 生 位 置 , HF, ЖОН Ы) Б) 
单眼 间 坚 位 于 前 后 单眼 中 心 达 线 之 外 ,而 黄 葡 号 的 
ЕМІН EE 026 A; 而 ОМА 条 形 码 序列 分 析 
结果 显示 ,两 物种 间 无 共享 型 序列 且 两 者 遗传 距离 
27 0.169, Æ NJ 树 上 体现 为 两 者 分 别处 于 两 个 分 
x. XH, ЕН E] PLE Sj Ы, ДЕ ЧП, 
为 近 缘 种 , 且 形 态 相 似 , 但 通过 遗传 距离 分 析 以 及 
据 此 构建 的 系统 发 育 树 完全 可 以 将 З 种 葡 马 准确 地 
区 分 开 。 表 明 该 技术 体系 在 有 效 阻止 检疫 性 萄 马 类 
害 忠 如 西 花草 马 、 柠 榈 葡 马 等 的 传播 扩散 中 具有 重 
要 应 用 价值 。 

近年 来 , 已 有 多 种 分 子 标记 技术 用 于 荀 马 种 类 
鉴定 ， 如 Toda 和 Komazaki (2002) 应 用 RFLP 
( restriction fragment length polymorphism) 标记 技术 ， 
A DE Pu Т] у. ДЕ, pus c. TESI. x 
Waa. 6j T. coloratus (Schmutz), ж fiij E 
ZR EB Scirtothrips dorsalis ( Hood) Т. setotus 
Moulton 等 9 firj Н] ITS2 序列 分 析 , 设计 出 适 于 
3 35595 ITS 片段 的 特异 性 引物 , 并 从 82 种 限制 


性 内 切 酶 中 筛选 出 2 种 内 切 酶 用 于 鉴别 日 本 果树 上 
这 9 fix МЫ. ШЕЕ (2010) 采用 SCAR 
( sequence characterized amplified region) 标记 技术 ， 
设计 了 1 对 特异 性 引物 FOME/FOMR, , 该 对 引物 只 
XT yu iE S 2 ROS 0 ВЕ 77, 对 田间 和 常见 的 其 他 41 
Ж#Н; АЛ МАЯ Huang $$ (2010) 根据 西 
ЖН, XE] З ВТЕ А] 5) К. schultzei (Trybom) 
已 知 的 ВМА 基因 序列 设计 了 2 uibem 
引物 和 探 针 ， 建 立 了 西 花 获 马 qPCR (real-time 
quantitative PCR) Ж, НЧА Б) 
ЖАШ ILA 6 种 萄 马 | 花 葡 马 、 梳 缺 花 萄 马 、 烟 萄 
Hj. RA Ы). Caliothrips fasciapennis ( Hind) 和 
Tubulifera | XIF. А, ERTE XE АО uj 
马 种 类 有 限 , 而 且 无 法 明确 非 靶 标 种 的 具体 种 类 。 
本 人 研究 以 DNA 条 形 码 技术 ,获得 我 国 常见 的 25 种 
®| Н) CO I 基因 序列 (200 Ж), 通过 种 内 、 种 间 遗 
传 距离 和 序列 聚 类 分 析 , 并 结合 NCBI 中 已 公开 的 
ВЛ CO 工 基因 序列 , 证 实 DNA 条 形 码 技术 完 
全 可 以 用 于 移 马 种 类 的 识别 与 鉴定 。 该 方法 不 仅 高 
通 量 、 操 作 简 便 、 经 济 有 效 , 而 且 随 着 其 他 葡 马 种 
类 CO I 基因 序列 信息 的 不 断 补充 与 完善 , 必 将 在 
ПЕ РД ЖА ЖОНЕЛЕ ЕЕ НЕ НН А. 
侵 和 扩散 、 保护 农业 生产 安全 、 生 态 安 全 和 国际 贸 
易 信 省 中 发 挥 巨大 作用 。 
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